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Agents de protection des cellules centre les espdces chimlques ^ oxygdne actif et leur preparation. 



fey) La pr6sente Invention conceme des agents de proteo 
tKlm des cellules centre des esp^ces chlmiques d oxyg^ne 
actif qui sont utiles comme constituants de cosm^tlques et 
peuvent etra pr6par6s d partir de i'extrait total ou purifid de 
matidres v6g6tales. par exemple, des feuilles de Camellia 
sinensis L., des racines d'alpinia offidnarum Hance et des 
racines de Scutellaria baicalensis Georgi contenant des fla- 
vonoTdes biochimlquement actifs tels que le gallate de (-)- 
6plga!locat6chine, la galangine ou la balcal^ine comma 
constituant principal, et contenant ces flavonoTdes en gran- 
des quantites. 
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A6ENTS l>E PROTECTION OES CELLULES CONTRE LES ESPECES 
CHiniQUES A 0XY6ENE ACTIF ET LEUR PREPARATION 

La pr6sente Invention concerne des agents de 
protection des cellules contre les esp^ces chlmlques & 

5 oxygdne actlf. Les agents de -prat^ctfon des c^ltules 
contlennent des flavonoTdes blochlBlquement actifs et 
lis sont . $.uppasi&. Jltr.e^ut.i Lis^ab^les -^offlme-HH>nst1 tuants - 
de cosmStlques. 

Les espdces chlmlques i oxyg^ne actlf sont 
connues pour provoquer une degradation des cellules, 
des mutations/ le cancer et le viel lllssement par 
peroxydation des llpldes, degradation des proteines, 
alteration des acldes nucieiques etc. CLelbovltz, B.E. 
et Slegel B.W. (1980)^ 6erontol., 35,45; Foote, C.S. 
(1982) "Pathology of Oxygen" (A. P. Autor, id.) Academic 
Press, N,Y,, 21; Straight, R.C- et Spikes, J.D. (1985), 
"singlet Oxygen, vol. IV, Reaction Modes and Product, 
Part 2" (Primer, A. A. id.). 

Les esp^ces chlmlques k oxyg^ne actlf peuvent 

20 comprendre I'oxygine singulet, le radical hydroxyle, le 
radical anion superoxyde, le peroxyde d'hydrog^ne, 
etc., et de nombreuses etudes sont en cours sur les 
composes chlmlques et enzymes capables de les inactiver 
ou de les pieger. 

25 II a dej& ete Indlque precedemment que le ^ - 

carotene (Foote, C.S. et Denny, (1968), j. Am. Chem. 
Soc, 90,6233) ou I ' ^ -tocophero I (Fahrenholtz, S.R. et 
Doleiden, F.H. (1974), Photochemistry and photobio logy, 
20, 505-509) prisente une activite d M nact ivation 

30 efficace contre I'oxygfene singulet qui a une grande 
importance biologique pour les cellules de la peau 
friquemment exposies i la lumiere solalre. 

Comme capteurs du radical hydroxyle qui sont 
connus pour 8tre les plus reactlfs vis-e-vis des 

35 espices chlmlques h oxygene actlf, on peut citer par 
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exenple le nannltoLCMartln, J. P. et Logsdon, N.(1987), 
J. Biol. Chem. 262^ 15^ 7213-7219)^ le tryptophane^ le 
formlate^ le t*-butanol, l^thanol (Bors/ H. et Michel, 
C. (1977) Eur. J. Biochem., 95, 621-627) etc., tandls 

5 que'des dtirdes sur la superox/de dismutase, une enzyme 
de I'organisme vivant transf ormant le radical anion 
superoxyde en peroxyde- d'hydrog^ne et- sur-^ La^ata lase 
ou la glutathlon peroxydase, une enzyme de I'organisme 
vivant d^composant le peroxyde d'hydrog&ne en eau et en 

10 oxyg&ne sont actlvement poursulvis en relation avec le 
vlellUssement des cellules (Hans Nohl et Dietmar 
Hegner (1979), Mechanisms of Ageing and development, 
11,145-151). 

Ces dern16res ann6es, certains types de 

15 flavonoldes presents dans tes matldres vdgStales 
utlLls^es pour le traltement de maladies trhs diverses 
depuis les temps anciens se sont r^vSl^s r^agir avec 
diverses esp&ces chlmlques d oxyg&ne actif, k savoir 
L'oxyg^ne singulet (Sorata, Y., Takahama, U. et Kimura, 

20 n. (1984), Blochem, Blophys. Acta. 799,31; Matuura, T., 
Matsushlma, H., Nakashlma, R. (1970), Tetrahedron, 
26,435; Takahama, U., Youngman, R.J., Elsther, E.F. 
(1984), Photobiochem. Photoblophys, 7,175-181), le 
radical anion superoxyde (Baumann, J., Wurm, 6. et 

25 Bruchhausen, F.V. (1980), Arch. Pharm. 313,330), le 
radical hydroxyle (Nasr,C., Pincemall, J., Brasseur, T. 
Deby, C, Hadg,M., Angenot, L., Anton, R. (1987), Ind. 
Int. Symp. on Plant Flavonoids In Biology and medicine, 
p69, Husain, S.R., Cillard, J. et Cillard, P. (1987), 

30 Phytochemistry, 26,2489), et le peroxyde d'hydrogfene 
(Barz, W., Wiermann, R. (1981) dans Proc. Int. 
Bioflavonoid Symp., pp185, Barz, W., Koster, J., 
Ueltring, K- M ., tractk, D.(1985), Ann. Proc. Phytochem. 
Soc. Eur., 25,307; Miller, E., Schreler, P. (1985), 

35 Food Chem. 17,143). 
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En outrd^ en ce qui concerne tes f lavonoTdes, 
I'actlvltS de pl^geage des radlcaux Libras CUolf Bora 
at Manfred Saran (1987), Free Rad. Res. Comns.,- vol.2, 
n04-6, 289-294) et I'actlviti de repression de la 

5 peroxydatlon des llpldes (Younes, N., Siegers, CP. 
(1981) Plants Hedica, 43,240) ont d6J& it6 4tud16es et 
on a 6galement 4tud1*- 1 • act-ivi t4 — Inhlbitrlce pour one 
enzyme oxydante de l^organlsne vivant telle que la 
lipoxygenase etc. (Baumann, J., Bruchhausen, F.V. et 

10 Hurra, 6. (1980), Prostaglandins, vol.20, n04, 627). 

Cependant, maLgr^ les nonbreuses Etudes 
pricit^es, les flavonoTdes n*ont pas pu Stre utilises 
dans la pratique comae agents de protection des 
cellules contre les esp^ces chlmlques k oxyg&ne actif, 

15 car ces Etudes : 

1) concernent pour la plupart unlquement la 
reaction physlcochlmlque ; ou 

2) n'ont pas pu s'^carter du niveau 
enrymatlque m§roe dans le cas du traltenent de la 

20 reaction biochlmique ; ou 

3) n*ont pas pu expllquer le m^canlsme m§ne 
si Leur efflcaclt^ plus ou molns ^levie en cUnlque est 
reconnue. 

Dans ces conditions, une consequence 
25 Inevitable a 6t6 que des mithodes experlmentales 
quantltati ves et signlf Icatlves du point de vue 
biochlmique et blologlque n'ont pas 6ti mlses au point. 

La demanderesse a porte son attention sur le 
fait que si l*on raettait au point des m^thodes 
30 exper ImentaLes quantltati ves et signlf 1 cati ves du point 
de vue b1och1m1que-b1ologique, les flavonoTdes seralent 
utilisables conme agents de protection des cellules 
contre les espices chlmlques h oxygine actif car les 
flavonoides ont une grande utlUte en ralson de leurs 
35 diverses actTvltis resultant de leurs structures 
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varices et de Leurs teneurs £Lev£es dans Les matlires 
vSg^taLes. Partant de ce fait, la demanderesse a essayi 
dans un premier stade de mettre au point et d*6tabl1r 
les mithodes expirinentales, et elle a effectu6 dans un 

5 second stade des Etudes quanti tati ves au mo/en des 

mithodes exp^rltnentales ainsi obtenues. 

Par consequent, la pr6sente Invention fournit 
une m^thode exp6r1menta le quantitative et efficace du 
point de vue biochlmlque et bioLogique n6cessa1re pour 

10 le d^veloppement d'agents protecteurs des cellules 
centre les esp6ces chinlques h ox/gine actif, elle 
choisit des flavonofdes pr^sentant Ueffet le plus 
prononc6 au moyen de la m^thode ainsi obtenue et elle 
1nterpr6te le m^canisffle de l*dctiv1t£ ; en consequence, 

15 la prisente invention est pricieuse pour permettre 
l*uti lisation pratique des agents protecteurs des 
cellules contenant des flavonofdes biochirniqueniet 
actif s. 

La pr^sente invention concerne un precede 

20 pour mesurer quanti tat ivement l"activit6 de protection 
des cellules des flavonoides centre les esp^ces 
chimiques k oxyg&ne actif au moyen d^une experience de 
photohemolyse des erythrocytes significative du point 
de vue biochiroique-biologique* 

25 L*experience de photohemolyse des 

erythrocytes a ete effectuee pour interpreter le 
mecanisme de I'hemolyse par tes especes chimiques i 
oxygene actif ou par la lumifere (Epiling, G.A. et 
Sibley, M.T. (1987), Photochera. Photobiol., 46,39; 

30 Lamola, A. A. et Doleidon, F.H. (1980), Photochem- 
Photobiol., 31,597, Valenzeno, D.P. (1984) Photochen. 
Photoblol., 40,681), roais elle n*a pas ete utilisee 
dans une experience quantitative, car divers facteurs 
influents sur cette experience n'ont pas ete 

35 suffisamment pris en consideration. La demanderesse a 
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suppose que si Les conditions expirlmentaLes permettant 
une fflesure quantitative et significative du point de 
vue blochlmlque-blologlque ^talent Stabiles, 
I'expirlence cl-dessus seralt plus sinple que 
5 I'expirlence sur t'anlnat et pourralt fournlr "tf^s 

Informations trie utiles en peu de temps. Elle a 
poursulvl les Etudes pour a'bouttr' h la prisente 
Invention. 

Comme consequence des Etudes sur les effets 
10 de divers flavonotdes en utilisant la mithode 
exp^r Imenta le de photoh^molyse des Erythrocytes mise au 
point, les falts nouveaux sulvants ont 6t& Etablls : 

1) En plus de la reaction de degradation 
physlco-^chlmlque directe par les espices chlmlques A 

15. oxygfrne actif, une reaction blochlmlque secondaire est 
responsable de la photobimolyse des Erythrocytes. 

2) Les flavonoTdes peuvent 8tre claseEs en 
plusleurs groupes, h savdr un groups rEaglssant 
directement par voie physl co-chlrolque avec les espEces 

20 chimiques h oxygEne actif CmyricEtine, quercEtlne, 
etc.), un groupe aglssant princlpalement dans le stade 
. de reaction blochlmlque secondaire (galanglne, 
kaempfErol, etc.) et un groupe aglssant dans les deux 
stades (C-*)-Ep1gallocatech1ne, baTcalElne). 

25 3) Lorsque des flavonoTdes aglssant 

respectlvement dans des stades dIffErents ont 6t6 
traltEs ensemble, I'actlvltE a 6t6 augmentEe d'une 
manl&re synerglque. 

4) Parmi Les flavonoides essayEs le gallate 

30 de (-)-§p1gallocatEch1ne a prEsentE une forte activity 
dans les deux stades et la galanglne a prEsentE d*une 
roanlEre surprenante une activity particuUErement forte 
dans le stade de la reaction blochlmlque secondaire. 

La demanderesse a choisi les matlEres 

35 vEgEtales contenant Les flavonoTdes blochlmlquement 
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actlfs en grandes quantitSs de La naanlire d^crite c1* 
aprds en vue de mettre au point les agents protecteurs 
des cellules contre les espices chimlques k oxygine 
actif en appUquant les risultats de l*6tude ci'-dessus, 
et elle a pr£par6 des agents protecteurs des cellules k 
partlr des extralts. 

1) Cammellla sinensis L., gallate de (1)"- 
6p1gallocatich1ne (teneur : S% des feullles siches). 

2) ALplnIa offlclnarul Hance ; (galanglne 
teneur : 1% dans les raclnes s6ches). 

3> Scutellaria balcalensis Georgi ; 
bafcaUlne et ses glycosides (teneur 3Z dans les 
raclnes siches). 

Le proc^dS de preparation de la solution 
contenant l*extrait total est le sulvant : le procSd^ 
est caract6ris6 en ce qu'on extrait les mati^res 
v^g^tales s^ches avec de I'eau ou une solution aqueuse 
d'^thanoL/ de propy l^neglycol^ de buty l^neglycols ou de 
glycerols^ en ce qu*on ajoute de l*^eau ou une solution 
aqueuse de butyUnegLycols^ de glycerol k la solution 
contenant I'extrait et en ce qu'on la fait vieilllr 
dans une chambre frolde. Cette solution peut §tre 
ut1l1s£e elLe«-m§ne comme agent de protection des 
cellules. 

La description d^tallUe et le proc^dd de 
preparation de L'extrait pur1fi£ seront donnas dans les 
exemples c1 -des sous. 

Essal 1 : Mesure de Uactlvlte de protection des 
cellules des flavonoldes contre les esp&ces chimlques k 
oxyg&ne actif. 

1) Preparation des echantlLlons 
Divers flavonoTdes/ k savoir la galanglne, le 
gallate de (-)-eplgallocatechlne (E6C6), la quercdtlne, 
le kaempf erol, la myricetine, la 3-hydroxyf lavone, la 
rutlne, L'apigenine, la chryslne, l*acacet1ne, la 
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balcallne^ la flavone/ la 7,8-benzof lavone, la 
iplcat^chlno/ la C'i*}-cat6ch1ne, la silyblne/ la 
dihydroroblhitlne, la taxifolfne et I'aronadendrlne et, 
comma t^moln, I '^-tocophftrol (chacun 4 mnoles) ont 6t6 
5 dissous dans 1/01 d'ithanol pour obtanir des 
ichantillons. 

2)- Ifesure 

Du $ang pr^levd sur un Lapin a 6t6 centrifuge 
i 3 000 tours/m1n. pendant 5 minutes et lav6 pour 

10 obtenir des erythrocytes qui ont 6t6 d1Lu4s dans du 
sirum physloLoglque pour preparer une suspension 
d'irythrocytes (Erythrocytes 6x10 /3/5 ml). Six tubes k 
essals en Pyrex de 10 ml de 1,0 cm de dlamfetre ont 6ti 
pripards, et I'on a introdult dans chacun d'eux 3,5 ml 

15 de la suspension. Trols des six tubes i essals ont iti 
pris comma groupe timoln, et on leur a ajouti 
respectlvement 50 |xl d*^ithanol. Lea trols autres tubes 
h essals ont 6t6 pris comma groupe d'essals et on leur 
a ajoute 50 fii d'6chant1 lion respectlvement, puis on 

20 les a soumis h une preincubation dans I'obscurlte 
pendant 30 minutes. Lorsque la preincubation etalt 
termlnee, on a ajoute 0,5 ml d'une solution aqueuse de 
rose bengale (12 pM) comme photosenslbl lisant, et les 
ouvertures ont ete bouchees hermetlquement avec du 

25 para->f1lm. Dans une bolte hexahedrlque rectangulal re de 
50x20x25 cm, dont LMnterleur a eti peint dans une 
couleur foncee et equlpee d'une lampe fluorescente de 
20U, les tubes i essals ont ete disposes e une distance 
de 5cm de la lampe et irradies pendant 15Hrin.- Le but de 

30 I'addltlon du photosenslbl lisant et de I ' 1 rradlatlon 
par la lumiere etalt de produire des especes chlmlques 
e oxyene actlf. 

Lorsque L • Irradiation etalt termlnee, les 
tubes e essals ont ete malntenus k l*obscur1te et les 

35 t ransmlttances k 700nm ont ete mesurees k des 
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IntervaUes de IS minutes. A cette longueur d'onde, 
L 'augmentation de transmlttance de La suspension 
d'drythrocyte dtalt proportionnelle & l*h6moly$e des 
firythpocytes. 

routes Les experiences d^crites cl-dessus ont 
6t6 effectu6es d une temperature amblante constante de 
Z7^C^ et les activitis de protection des cellules des 
echanti lions contre les espdces chlmlques it oxyg6ne 
actif ont et6 ddfinles comroe le temps de demi-hdmolyse 
(en minutes) nicessalre pour photohdmolyser SOX des 
erythrocytes ajoutes dans Les conditions ci-dessus. 

3) Resultats 

Les risultats sont donnas dans le tableau 1 
ci-dessous, qui montre que pLusieurs flavonoTdes tels 
que galanglne, E6CG etc. ont une activity supdrieure h 
ceLLe de l^-tocopherol. 
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Tableau 1 : Effat da protection dea calluLes dea 
flavonoTdea contra las eapicea chlalquea k oxygftne 
actif. 



5 








EchantllLon 


Tenps de deml-himolyse (min.) 




galanglne 


1800 




EGC6 


400 


10 


querent i ne 


315 




kaempf 6rol 


280 




myr1c4t1ne 


160 




baTcal61ne 


106 


15 


f Is^tlne 


87 




norlne 


55 




3-h/d roxyf Lavone 


46 




rutine 


32 




aplginine 


51 


20 


chrysine 


50 




acacit Ine 


45 




h A 4 c d L 4 

WCI IVOIV lilW 


32 




f lavone 


25 




7^8-ben2of lavone 


50 


25 


(->-6picat4ch1ne 


42 




(•»■) "catichlne 


41 




sllyblne 


49 




d1 hydro robing tine 


41 




taxlf oUne 


33 


30 


aronadendrlne 


33 




'^-tocophdrol 


45 




tlaoln 


32 



.1 
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Essal 2 : Activity synerglque de ta galanglne et de 
L'EGCG. 

La gaLanglne et l'E6C6 ont 6t6 combinis^ dans- 
Le rapport moLaire de 3:1-1:3 pour preparer des 
§chant1llons (4mM) et des mesures ont iti effectuSes de 
La meme man16re que dans Uessai 1. La comparalson des 
risuLtats avec ceux de L'essal 1 montre que La 
gaLanglne et L*E6C6 ont une nette activity synerglque. 



Tableau 2 : Synergie de La gaLanglne et de L'EGCG. 



15 



20 



25 



Echanti lion 


Temps de den1>h£moLyse Coin.) 


gaLanglne + E6CG(1:1) 


>2000 


galangine + E6C6(3:1) 


>2000 


gaLanglne + E6C6(1:3) 


>2000 


gaLanglne 


1800 


E6C6 


400 


o^-tocophiroL 


45 


t^moin 


32 



La solution contenant 



Examples 1*-6 : 

Preparation de 
I'extrait total. 

30 Pour 1,0 kg de matiferes v6g6taLes sfeches 

obtenues i partir de feulLLes de Camellia Sinensis L., 
de raclnes d*Alpin1a offlcinarum/ de raclnes de 
Scutellaria baYcalensIs Georgia de feuilles de Ginkgo 
blloba La, d'icorces de fruits de Citrus tangerlna 

35 Hort. et de Tanaka et de feuilles d'AcacIa catechu 
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UlUd, on a ajouti 10kg d*6thanol k 50(V/V>X et^ aprfts 
avoir extratt le nilange h La temperature anblante 
pendant 7 Jours, on a ajouti 8,0 kg d*eau k La soLutlon 
contenant L'extralt* La soLutlon obtenue a 6t6 vIelLLIe 
en - chambre frolde ft 10^C et f 1 Ltrie.<-..pour ...donner h 
cheque fols 16 kg de solution contenant L*extra1t 
total. 
Essal 3 : 

Mesure de I'actlvlt^ de protection des 
cellules de I'extralt total de mat16res v^g^tales. 

Cet essai a effectu6 pour mesurer 

L*act1vit4 de protection des cellules des solutions 
contenant un extralt total obtenues dans les exenples 1 
h 6. 

L'essal a 6t6 affectum de La mSme manlire que 
dans I'essal 1 excepts que Les solutions dilutes par 
I'^thanol (1- 10) de La solution contenant L*extra1t 
total ont 6t6 utilis^es conme 4chant1 I Ions. 

Les r^sultats sont donnas dans Le tableau 3 
ci-dessous. D'apr^s les r^sultats, on peut voir que les 
extraits totaux d'Alpinia et de Camellia contenant 
respectivement de la galangine et de L*E6C6 pr6sentent 
une excellente activity, et l*on estime que ces 
solutions peuvent St re utllisies eLLes-nSnes comme 
agents de protection des cellules. 
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Tableau 3 : Activity de protection des cellules de 
I'extralt total 



Source d'extralt total Temps de den1-h6molyse Cnln.) 



Camellia 800 
Alpinia 420 
Scutellaria 290 



Ginko 55 

Citrus 38 

Acacia 42 

Timoin 32 



Exenple 7 : 

Activity synergique dans I'extrait total 
obtenu k partlr de Camellia et d'Alpinia 

Des solutions contenant des extraits totaux 
obtenus d partlr de feullles de Camellia Sinensis L. et 
de racines d*Alp1n1a offlcinarum Hsnce respect ivement, 
ont 6t6 comblndes dans le rapport de 1:1 (en poids de 
base) et essay^es de la mSme manlire que dans Uessal 
3. La mesure montre que le temps de den1-h4moly$e est 
de 1200 min. 
Exemple 8 : 

Preparation d'un extrait pur1f1£ de Camellia 
Sinensis L. 

A 1^0 kg de feullles s^ches de Camellia 
Sinensis L., on ajoute 10 kg d'eau et on extrait le 
melange obtenu pendant deux heures ^ 80^C tout en 
chauffant^ puis on concentre le filtrat h un volume de 
1/5 h SO^C. On ajoute au concentre 5 kg d*£thanol et. 
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apr&s avoir in§Lang6 et fiLtrd^ an concentre le flltrat 
k sec k SO^C pour obtenir 80g d'extralt purlfli 
contenant de I'EGCG. 
Example 9 : 

5 Extract-Ion de ..La- galajnglne. 

A lOOg de racfnes siches d*Alp1n1a 
offlcinarum Hanc«^-^n..a.j.oate.— J^Q.Icg d*ac4tate d'ithyle. 
On chauffe le melange obtenu sous reflux pendant 2 
heures et^ apr&s ref roldlssement^ on le flltre. On 

10 concentre le flltrat. On soumet le concentre h une 
chromatographie sur colonne avec du gel de slUce (gel 
de slUce ZDOg^ dlam^tre de la colonne 4cm, n-hexane : 
acetate d'6thyle » 3:1(V/V)> pour obtenir les fractions 
contenant de la galangine, apris quoi on les fait 

15 recristalliser dans un milange de n-hexanol et 
d*ac6tate d'ithyle 1:1(V/V>, ce qui donne 0,9g de 
galangine. 
Exemple 10 : 

Preparation d'un agent de protection des 

20 cellules • 

On dissout 8g de I'extrait purifii de 
Camellia Sinensis L. obtenu dans I'exemple 8 et 0,9g de 
la galangine obtenue k partir d'Alpinia officinarum 
Hance dans l*exenple 9 dans 1/6kg de la solution 

25 contenant I'extrait total obtenue k partir de 
Scutellaria baicalensis Georgi dans I'exemple 3 pour 
preparer I'agent de protection des cellules. L*agent de 
protection des cellules ainsi obtenu a 6ti essays de la 
meme mani^re que dans I'essai 3, et la mesure a montr6 

30 un temps de demi^bimolyse supirieur k 2000 min. 
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REVENDICATZONS 

1. Agent de protection dee cellules centre 
les espftces ehislques h oxygine actif pr6par6 h partir 
d'extralts totaux ou purifies de aatlires vigitales 
cholsles parmi les feullles de Canellla sinensis L., 
des raclnes d'ALplnIa offlclnarua Hance et des raclnes 
de Scutellaria bafcalensls Georgi qui contlent au molns 
un flavonolde blochlBlquenent actif constltui par du 
gallate de (*}*ip1ga I locatichlne, de la galanglne ou de 
la bafcal^lne conne constltuant actif. 

2. Agent de protection des cellules sulvant 
la revendlcatlon 1/ dans lequel l*agent de protection 
des cellules est caract6r1s6 en ce quMl contlent de La 
(-)*£p1gallocatich1ne et de la galanglne dans le 
rapport molaire de 1:3 h 3:1. 

3. Agent de protection des cellules sulvant 
la revendlcatlon 1, caractirisi eh ce qu'on combine la 
solution contenant I'extralt total de CanelUa sinensis 
L. et la solution contenant I'extralt total de Alpinia 
officlnarum Hance. 

4. Agent de protection des cellules sulvant 
la revendlcatlon 1^ dans lequel I'agent de protection 
des cellules est pr6par6 en dissolvent I'extralt 
pur1f1£ contenant du gallate de I ' (->-ip1gal locatichlne 
obtenu i partir de Camellia sinensis L. et de la 
galanglne extralte d'AlplnIa officlnarum Hance dans la 
solution contenant I'extralt total de Scutellaria 
baicalensis 6eorg1. 

5. Proc^d^ de preparation d'un agent de 
protection des cellules seion la revendication 1 qui est carac- 
tdris^ en ce qu'on extrait les matiSres vdgdtales avec de I'dthanol 
aqueux, en ce qu'on ajoute de I'eau h la solution 
contenant I'extralt dans Les nSmes quantit^s et en ce 
qu'on fait vIelLllr Le fflilange obtenu. 
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6. Procidi de preparation de gallate de (*)- 
dpigaUocat^chlne qui est caractirisi en ce qu*on 
extraft Les feullUs de CanetUa sinensis L. avec d« 
L'aau k ralson de 10 fols leur poida k SO^C, an ce qu^ 
aprk$ fUtratlon^on concentre le flltrat k un voLune de 
1/5, en ce qu'on ajoute au concentre de l*ithanol k 
ralson de trols fols son polds, en ce qu'on illmlne le 
priclpiti par filtration et en ce qu*on concentre le 
flltrat k sec. 

7. Procddi de preparation de la galanglne qui 
est caracterlsi en ce qu'on effectue une 
chronatographle sur colonne avec du gel de slllce sur 
I'extrait par L'acetate d'ethyle d'Alpfnla offlcinarun 
Hance pour obtenlr des fractions contenant de la 
galanglne, puis on recrl sta I 11 se les fractions dans un 
melange hexaneracetate d»ethy Le«1 :1(V/V|K. 

8. Composition cosnitique qui est 

caractirlsie en ce qu'elle comprend un agent de 
protection des cellules comprenant au moins un flavonof* 

de selon la revendl cation 1. 



